

























Abstract:  Hydroxycinnamic  acids  represent  a  versatile  group  of  dietary  plant  antioxidants. 




oxygen species  (ROS). A continuous  flow system was developed  to achieve reproducible  in situ 
ONOOˉ formation. Reaction mixtures were tested for their cytotoxic effect on HeLa, SiHa, MCF‐7 
and  MDA‐MB‐231  cells.  The  reaction  of  pcm  with  ONOOˉ  produced  two  fragments,  an  o‐
nitrophenol derivative, and a new  chlorinated  compound. Bioactivity‐guided  isolation  from  the 





This  suggests  that  diversity‐oriented  synthesis  using  ROS/RNS  to  obtain  oxidized  antioxidant 
metabolite mixtures may serve as a valid natural product‐based drug discovery strategy. 
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oxygen  or  nitrogen  species  (ROS  or  RNS,  respectively,  collectively  referred  to  as  RONS)  with 






paradigm  shift  towards  biological  performance diversity  instead  of  plain  chemical  diversity  [9]. 
Based on the above, it may be a reasonable strategy to target biological diversity by utilizing RONS‐
mediated  oxidation  as  a  driving  principle  for  an  antioxidant‐inspired  biorelevant  expansion  of 
chemical  space. Such  an  approach may be particularly  interesting  for  antitumor drug discovery, 
which  is  full  of  controversy  concerning  the  real  therapeutic  value  of  “double‐edged  sword” 
antioxidants that have long been a subject of intense debate [10–13]. 








several orders of magnitude stronger  than  that of cm on a variety of breast cancer cell  lines  [15]. 
Furthermore, the 2R,3R enantiomer of this lignan acted as a potent antitubulin agent [15], and the 
same enantiomer was also reported to exert antiangiogenic activity [16]. Notably, racemate of this 
dihydrobenzofuran  lignan was  recently  reported as  a highly promising antimetastatic agent  that 
exerts this activity in vivo through its interaction with the tumor microenvironment by inducing the 
interleukin‐25 (IL‐25) secretion of tumor‐associated fibroblasts [17]. 
In  the  present  work,  our  aim  was  to  evaluate  RONS  scavenging‐mediated  formation  of 
metabolite patterns from pcm and cm, and to search for antitumor compounds within the product 



































repeated  to obtain higher  amounts of  the  compounds, but  the purification process needed  to be 
modified because of  small differences  in  the product profile. Two  columns,  a Chromolith  and  a 
Reprosil Chiral‐Mix (100 × 4.6 mm, 5 μm) were connected one after the other. The solvent system, 
flow rate, and temperature were the same as above. Compounds 1 (tR: 10.519 min) and 2 (tR: 12.657) 



























































effects,  to allow  the  isolation of cytotoxic compounds other  than  the predicted active constituent, 
compound  5.  Repeated  HPLC  purification  was  necessary  for  the  fraction  containing  mainly 










d4, 77.0 ppm  (13C)  in  the case of CDCl3, and 1.95(1H)/1.39 ppm  (13C)  in  the case of acetonitrile‐d3. 





in positive  or negative  ion mode. For MS/MS  spectra,  the protonated molecular  ion peaks were 
fragmented by collision induced dissociation (CID) at a normalized collision energy of 35–45% using 
helium as the collision gas. The samples were dissolved  in methanol prior the analysis. Both data 









































231),  and  cervical  adenocarcinoma  (HeLa) were  obtained  from  The  European Collection  of Cell 
Cultures, Salisbury, U.K., while  the cervical carcinoma  (SiHa) was purchased  from  the American 
Type Tissue Culture Collection, Manassas, Virginia, USA. All the cells were maintained in Minimum 




The  cytotoxic  properties  of  the  prepared  compounds were  determined  in  human  adherent 
gynecological  cancer  cell  lines  by  the MTT  [3‐(4,5‐dimethylthiazol‐2‐yl)‐2,5‐diphenyltetrazolium 
bromide] assay as published before [18]. Briefly, all cell lines were plated at a density of 5000 cells/well 
in 96 well plates. After 24 h, 100μL of new media containing the test samples at 0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 
0.9,  1.8,  3.7,  7.5, or  15  μM  concentration was  added  and  incubated  for  72 h under  cell‐culturing 
conditions. The living cells were assayed by the addition of 44 μL of MTT solution (5 mg/mL) and 




























































signaling  (mainly  through nitrolipids) and oxidative damage  (mainly  through nitroproteins)  [28]. 
The  formation of compound 4 shows  that an  irreversible structural change  through nitration of a 
small‐molecule  antioxidant,  such  as  pcm,  can  also  take  place when  that  antioxidant  scavenges 
ONOOˉ. 
3.2. Search for Antitumor Metabolites of pcm and cm Oxidized by Peroxynitrite or AAPH 
In  the  second  part  of  our  study, we  aimed  to  find  ROS/RNS  scavenging‐related  oxidized 
metabolites of pcm or  cm  through  reacting  them with ONOOˉ or AAPH. Firstly,  crude  reaction 
mixtures were prepared and tested for their cytotoxic activity on human gynecological cancer cell 
lines (HeLa, SiHa, MCF‐7 and MDA‐MB‐231). In this study, none of the reaction mixtures of pcm 






















in  parallel with  the  analytical measurements. As  the  reaction  proceeded  and  the  amount  of  cm 
decreased, an expected increase in the amounts of the products was observed, that was accompanied 










and  IC50  values  (right  y‐axis,  grey)  of  the  samples  are  expressed  in  cm  equivalents  (μM  and %, 
respectively), nonlinear regression for the amounts of cm (left y‐axis, red) and 5 was performed by 
the one‐phase decay and the log Gaussian models of GraphPad Prism 5.0, respectively. (C) Linear 



















Figure 4. Structures of oxidized products  isolated  from  the  reaction of methyl  caffeate  (cm) with 
AAPH. For both compounds 5 and 6, only one enantiomer is shown for clarity. 
The NMR chemical shifts showed good agreement with those published in the literature for both 









HeLa  SiHa  MCF‐7  MDA‐MB‐231 
cm  450 [396.7–551.2]  > 500  175.4 [162.3–189.7]  139.3 [116.5–166.6] 
5  1.1 [1.0–1.2]  > 30  1.1 [0.9–1.4]  3.9 [3.1–4.9] 








on  its  potent  antiangiogenic  activity  [16]  and  particularly  its  IL‐25  secretion‐increasing  effect  on 
tumor‐associated fibroblasts, that manifests in an in vivo antimetastatic activity at a dose as low as 
20–100  μg/kg  [17].  It  is  of  interest  that  compound  5 was  also present  in  the metabolite mixture 
obtained from the reaction of cm with peroxynitrite (see Supporting Information, Figure S1, S5, and 
S6). Considering the abundant presence of peroxynitrite in various tissues and its complex, critical 
role  in  redox signaling and oxidative stress  [31,32],  it  is a very  interesting  finding  to observe  the 
formation of a highly potent antitumor compound (such as 5) from a dietary antioxidant (such as cm) 
upon scavenging this RNS. 
Subsequently,  it  was  also  our  aim  to  evaluate  whether  a  possible  oxidative  stress‐related 
intracellular in situ formation of compound 5 (and possibly other bioactive metabolites) from cm has 
the  chance  to modulate  the  observed  cytotoxic  effect.  To  explore  this, we  first  determined  the 







a  two‐step combination experiment where  the cells were pre‐treated with  t‐BHP at 1/3  IC50(72 h) or 




























conditions  could  be  due  to  many  reasons,  among  which  the  alleged  formation  of  bioactive 
metabolites (e.g., compound 5) is only one possibility. The complex situation is well shown by the 
case of the MDA‐MB‐231 cells (Figure 5) where, in contrast with the single treatment, the cytotoxicity 



























































































































to  our  initial working  hypothesis,  i.e.,  that  oxidative  stress‐related metabolite  patterns  of  small‐
molecule natural antioxidants serve as a rich pool of bioactive compounds with a high value for drug 
discovery. 
Supplementary Materials:  The  following  are  available  online  at  www.mdpi.com/2218‐273X/10/11/1537/s1, 
Figure S1: Chromatographic fingerprint of the continuous‐flow reaction of cm with peroxynitrite (C6), Figure 
S2: Chromatographic  fingerprint of  the reaction of cm with AAPH  in acetonitrile:water  (1:1, v/v), Figure S3: 
Chromatographic  fingerprint  of  the  reaction  of  cm with AAPH  in  acetonitrile:water  (9:1,  v/v),  Figure  S4: 
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